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 Abstrak
Data epidemiologi dari studi retrospektif maupun case-control telah menunjukkan bahwa Terapi Sulih Estrogen (TSE) dapat
mencegah ataupun memperlambat terjadinya penyakit Alzheimer (PA). Pemakaian TSE selama ini masih banyak kontroversi berkaitan
dengan masalah efek samping jangka panjang. Isoflavon yang merupakan bagian dari fitoestrogen diketahui berpotensi sebagai alternatif
pengganti TSE. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui apakah isoflavon fitoestrogen dari ekstrak Pueraria lobata dapat meningkatkan
fungsi memori dan sekaligus untuk mengetahui apakah peningkatan fungsi memori tersebut melalui peningkatan aktifitas kolinergik di
hippocampus, karena selama ini gangguan memori sering dihubungan dengan penurunan aktivitas kolinergik. Penelitian ini diawali dengan
studi pendahuluan yang dilakukan untuk menentukan kadar genistein dan daidzein dalam ekstrak Pueraria lobata, kedua, untuk membuat
model tikus hipoestrogen melalui ooforektomi dan ketiga, untuk menentukan metode apa yang akan dipakai untuk menilai fungsi memori
tikus. Penelitian ini menggunakan 25 ekor tikus betina strain Wistar  usia 10-11 minggu yang terdiri dari 1 kelompok tikus normal
(N) dan 4 kelompok tikus hipoestrogen. Kelompok tikus hipoestrogen ini terdiri dari  kelompok  OVX, dan 3 kelompok OVX yang
diberi Isoflavon Genistein Daidzein (IGD) ekstrak Pueraria lobata dengan dosis masing 15, 30 dan 60mg/kgBB/hr. Pemberian IGD
ekstrak Pueraria lobata dilakukan per sonde lambung selama 21 hari. Tes memori dengan metode Morris Water Maze (MWM) dilakukan
pada hari ke-17, 18, 19, 20 dan 21. Hari ke-22 tikus dimatikan , diambil otaknya, kemudian dipotong secara frozen section dan terakhir
dilakukan pengecatan AChE untuk mengukur aktivitas kolinergik hippocampus. Didapatkan peningkatan fungsi memori dan aktivitas
kolinergik pada kelompok OVX+IGD pada semua dosis dibanding kelompok OVX (p masing-masing=0,000). Tidak didapatkan perbedaan
pengaruh nyata terhadap berat otak (p=0,936) dan jumlah sel piramidal hippokampus CA1 (p=0,961) antara kelompok OVX dan
kelompok OVX+IGD pada semua dosis. Diduga peningkatan fungsi memori akibat pemberian IGD dari ekstrak Pueraria lobata terjadi
salah satunya melalui peningkatan aktivitas kolinergik di CA1 hippokampus.
Kata kunci : Isoflavon; Fitoestrogen; Genistein; Daidzein; Pueraria lobata; Memori; Kolinergik.
 Abstract
Data from retrospective and case-conttrole showed that estrogen replacement therapy (ERT) could prevent ang delayed against
Alzheimer Disease (AD). The using of ERT is still controversial because of their long-term side effect. Isoflavon as a part of phytoestrogen
has potential effect as an alternative substitute for ERT. The aim of this study is to examine the effect of phytoestrogen from Pueraria
lobata extract in increasing memory’s function and whether it occur by the increased of  cholinergic activity in CA1 hippocampus. Exploration
study performed by three step. First, determined genistein and daidzein concentration in Pueraria lobata extract, as basic of dose determining.
Second, oophorectomy performed to made a hypoestrogenic rat’s model; and third, determined method memory’s function in rats.  This study
used twenty five female Rattus novergicus strain Wistar, 10 -11 weeks of age, five rats were normal rats (N) as first group and twenty
rats were hypoestrogenic rats for 2nd, 3rd, 4th, and 5th groups. All of the hypoestrogenic rat were devided into 4 groups, each 5 rats.
Hypoestrogenic rats group without Isoflavon Genistein Daidzein supplement (OVX), hypoestrogenic rats group with Isoflavon Genistein
Daidzein supplement (OVX+IGD) dosage of  15, 30, and 60 mg/kgweight/day each. The IGD was given for 21 days. The Morris Water
Morris (MWM) test was performed in 17th, 18th, 19th, 20th, and 21st day. On 22nd day rats were killed. Frozen section of  the brain was
performed immediately. Cholinergic activities on CA1 hippocampus were examined with AChE staining. A significant difference was found
on memory’s function and cholinergic activities on CA1 hippocampus between OVX and OVX+IGD groups at all doses (p value = 0,000
of each). No significant difference on IGD effect toward brain weight (p=0,936) and pyramidal cell number on CA1 hippocampus
(p=0,961). It was suggest that increased memory’s function on OVX+IGD groups were caused by the increased of  cholinergic activities
on CA1 hippocampus.
Key word : Isoflavones; phytoestrogen; Genistein; Daidzein; Pueraria lobata; Memory; cholinergic.
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PENDAHULUAN
Dengan bertambah majunya pembangunan
terutama pembangunan bidang kesehatan, maka semakin
meningkat pula usia harapan hidup. Dengan meningkatnya
usia harapan hidup, proporsi perempuan lanjut usia
(lansia) juga mengalami peningkatan. Menurut data hasil
Sensus Penduduk Indonesia oleh Badan Pusat Statistik
tahun 1997 jumlah penduduk wanita mencapai 100,9 juta
orang, termasuk di dalamnya 14,3 juta wanita menopause,
(BPS, 1997) sedangkan pada tahun 2000 jumlah wanita
meningkat menjadi 102,8 juta jiwa. dengan  jumlah
wanita menopause mencapai 15,5 juta. (BPS, 2000).
Berbagai masalah fisik biologik, psikologik, dan sosial
akan muncul pada usia lanjut sebagai akibat dari proses
menua dan atau penyakit degeneratif yang muncul seiring
dengan pertambahan usia termasuk penyakit demensia
tipe alzheimer (Kandell ER dkk, 2000)
Estrogen dapat melindungi otak dari proses
degenerasi tersebut. Salah satu tempat kerja estrogen di
otak adalah di hippokampus, yaitu suatu area di otak
yang bertanggung jawab pada fungsi memori. (McEwen
BS, 2001, Jellinger KA, 2001). Subregio CA1 merupakan
regio di hippokampus yang paling sering mengalami
gangguan pada PA Data epidemiologi dari studi
retrospektif maupun case-control menunjukkan bahwa
Terapi Sulih Estrogen (TSE) dapat meningkatkan fungsi
kognisi pada wanita postmenopause ( Asthana dkk,
1999,2001; Henderson dkk, 2000; Mulnard RA, 2000)
Dan pada saat terapi tersebut dihentikan, kemampuan
memori dan perhatian menurun (Asthana dkk, 1999).
Namun pemakaian TSE ini mempunyai beberapa kendala,
di samping harganya mahal, TSE juga meningkatkan
resiko terjadinya karsinoma uterus maupun karsinoma
mamae. Ketakutan terhadap kanker ini menyebabkan
sebagian besar wanita menopause menolak untuk
menggunakan TSE (Rabin DS, 1998).
Fitoestrogen adalah suatu molekul dari tanaman
yang secara struktur mirip dengan estrogen endogen.
kedele (Nagata C, dkk, 1999). Suatu studi klinik yang
dilakukan Duffy dkk, 2001 menyimpulkan bahwa
pemberian suplemen isoflavon dari kedele dapat
memperbaiki memori wanita paska menopause. Penelitian
eksperimental oleh Lund dkk, 2001 menyimpulkan bahwa
melalui tes memori Radial-Arm Maze terbukti
kemampuan memori tikus betina yang diberi diet
fitoestrogen 600 ìg/gr diet meningkat. Penelitian lain
oleh Pan dkk, 1999 menyatakan bahwa pemberian diet
soy bean selama 8 minggu pada tikus paska ooforektomi
dapat meningkatkan kadar ChAT, mRNA BDNF, dan
mRNA NGF di korteks frontal dan hippokampus (
Duffy dkk, 2001; Lund dkk, 2001, Pan Y dkk, 1999)
Saat ini kelompok studi fitoestrogen PERMI
Malang telah berhasil mengidentifikasi dan mengisolasi
isoflavon dari beberapa tanaman non kedele lokal yaitu
Pueraria lobata/Kudzu root, kacang tunggak (Pueraria
phaseoloides), lidah buaya (aleo vera) dan biji bunga matahari
(heliocantus) (Hidayat A, 2003). Khusus tentang Pueraria
lobata, telah diketahui bahwa kandungan isoflavonnya
sebesar 197.600 ìg/100gr berat Pueraria lobata kering, lebih
tinggi daripada kedele yang mempunyai kandungan
isoflavon sebesar 37.300-187.500 µg/100gr berat kedele
kering (Mazur dkk, 1998). Sejauh ini belum banyak
penelitian tentang Pueraria lobata dilakukan, khususnya
tentang efek Pueraria lobata pada fungsi memori. Sehingga
layak dipertanyakan apakah Pueraria lobata ini juga dapat
memperbaiki fungsi memori seperti halnya dengan kedele.
Untuk membuktikan apakah pemberian isoflavon
genistein daidsein dari ekstrak Pueraria lobata dapat
meningkatkan memori Rattus novergicus Wistar dalam
kondisi hipoestrogen melalui peningkatan aktivitas
kolinergik di CA1 hippokampusi, maka kami melakukan
suatu penelitian eksperimental dengan hewan coba tikus
Wistar yang diberi ekstrak Pueraria lobata. Pada penelitian
ini pengukuran fungsi memori dilakukan melalui tes
memori Morris-water Maze dan pengukuran aktivitas
kolinergik di CA1 hippokampus dilakukan dengan
menghitung jumlah sel piramidal CA1 hippokampus
yang mengekspresi asetilkolin esterase (AChE).
METODE PENELITIAN
Strategi Pendekatan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
isoflavon genistein daidsein (IGD) dari ekstrak Pueraria
lobata terhadap memori dan aktivitas kolinergik daerah
CA1 hippokampus pada keadaan hipoestrogen. Penelitian
ini menggunakan pendekatan eksperimental yang
dilakukan pada hewan coba. Alasan yang mendasari hal
tersebut adalah bahwa untuk membuktikan IGD dari
ekstrak Pueraria lobata mempunyai aktivitas estrogenik
dan berefek pada memori tikus, perlu dibuat suatu
Fitoestrogen secara langsung dapat berikatan dengan
reseptor estrogen (RE) dan berkompetisi dengan estrogen
endogen, sehingga ia dapat memberikan efek estrogenik
maupun anti- estrogenik. Fitoestrogen yang mempunyai
2 sifat campuran tersebut dipandang menguntungkan
dan diharapkan dapat dipakai sebagai alternatif  pengganti
TSE (Adlercreutz H, 1998).
Salah satu sumber utama fitoestrogen yang telah
lama dikenal adalah kedele(soy) dengan komponen
utamanya isoflavon. Berbagai penelitian baik epidemiologis,
klinis maupun eksperimental laboratoris te lah
menyimpulkan bahwa isoflavon dari kedele mempengaruhi
fungsi kognisi dan memori. Penelitian epidemiologis oleh
Nagata C, dkk, 1999, menyimpulkan bahwa kasus
demensia di Asia lebih sedikit dibanding di Eropa dan
diketahui bahwa masyarakat Asia banyak mengkonsumsi
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model tikus hipoestrogen melalui tindakan ooforektomi
(OVX) dan hal ini hanya mungkin dilakukan dengan
hewan coba. Disamping itu dengan hewan coba, faktor-
faktor yang dapat menimbulkan bias lebih mudah
dikendalikan. Hewan coba yang dipakai pada penelitian
ini adalah tikus, karena tikus mempunyai kelebihan yaitu
profil behaviour dan neurotransmitternya hampir sama
dengan manusia. Disamping itu dibanding dengan mice
ataupun marmut, tikus lebih tahan terhadap perlakuan
(ooforektomi) serta mempunyai ukuran tubuh sedang
sehingga memudahkan untuk dilakukan ooforektomi.
Pengukuran fungsi memori pada penelitian ini
dilakukan dengan metode Morris-Water Maze karena
metode ini cukup sensitif untuk melihat fungsi
hippokampus. Latihan (berenang) meningkatkan
neurogenesis di dentata gyrus hippokampus (Gage dkk,
1998). Aktivitas fisik yang disadari seperti berenang dalam
kolam meningkatkan jumlah sel baru di hippokampus
(Van Praag dkk, 1999). Pada penelitian ini untuk
menilai aktivitas kolinergik di hippokampus dilakukan
pengukuran kadar asetilkolin (ACh) di hippokampus
tikus secara tidak langsung, yaitu melalui pengecatan
asetilkolinesterase (AChE). Alasan yang mendasari hal
tersebut adalah karena AChE merupakan enzim pemecah
ACh yang terdapat di sinap. Begitu ACh dilepas ke sinap,
maka AChE dalam waktu milidetik akan langsung
memecahnya. Jika ACh yang dilepaskan di sinap
meningkat, aktivitas AChE juga akan meningkat. Telah
dibuktikan bahwa pada saat aktivitas ChAT, yaitu enzim
pembentuk ACh meningkat, didapatkan aktivitas AChE
meningkat dan densitas AChE pada pengecatan
histokimia juga meningkat. Jadi pengecatan histokimia
AChE merupakan marker yang baik untuk menilai fungsi
kolinergik (Guela & Mesulam, 1996)
Desain Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan secara eksperimental
dengan metode rancangan acak lengkap. Perlakuan
dilaksanakan dengan pemberian ekstrak Pueraira lobata
yang mengandung IGD dengan dosis 15, 30, dan 60
mg/kgBB/hr pada 25 ekor Rattus Novergicus strain
Wistar, betina, usia 8-10 minggu, BB 110 –120 gram.
Tikus-tikus tersebut dibagi dalam 5 kelompok perlakuan
, yaitu Kelompok Kontrol Normal (N), kelompok
ooforektomi (OVX), Kelompok OVX dengan pemberian
IGD dosis 15 mg/kgBB, kelompok OVX + IGD dosis
30 mg/kgBB/hr, dan kelompok OVX + IGD dosis 60
mg/kgBB dengan jumlah tikus tiap perlakuan adalah  5
ekor.
HASIL PENELITIAN
Hasil Studi Pendahuluan Pembuatan Tikus
Hipoestrogen melalui Metode Ooforektomi.
Data studi eksplorasi dapat dilihat pada tabel 1.
Tabel 1.  Efek Ooforektomi terhadap Kadar Estradiol,
FSH, Gambaran Papsmear,  Berat Uterus dan Rerata
tebal endometrium.
Tes Memori Morris Water Maze (MWM)
Hasil pengukuran terhadap waktu yang dibutuhkan tikus
untuk mencapai hidden platform tampak pada Tabel 2 dan
Gambar 1.
Tabel 2.   Efek Isoflavon Fitoestrogen dari Ekstrak
Pueraria lobata pada  waktu yang dibutuhkan tikus untuk
mencapai hidden platform
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Gb. 1  Tes Memori Morris Water Maze setelah pemberian Isoflavon Genistein Daidzein dari Ekstrak Pueraria
   lobata
Keterangan :
· Uji statistika MANOVA menunjukkan ada perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan (p value = 0.030
(Pillai), p value = 0.004 (Wilks) dan p value = 0.000
(Hotelling dan Trace).
· Uji statistika ANOVA menunjukkan ada perbedaan
bermakna pada hari III (p=0,043), hari IV (p =0,002),
dan hari V (p = 0,000)
· Uji Perbandingan Berganda LSD menunjukkan
perbedaan bermakna antara kelompok OVX dengan
kelompok OVX+IGD 15, 30, dan 60 mg/kg/hr (p
masing-masing=0,000)
Tes MWM menunjukkan bahwa ada kecenderungan
yang sama pada semua kelompok bahwa waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai hidden platform sejak tes hari
I sampai dengan hari V makin menurun, dalam arti ada
pengurangan waktu yang dibutuhkan untuk mengingat
dari hari ke hari (gb. 1). Hal ini berarti makin sering
berlatih maka waktu yang dibutuhkan untuk mencapai
hidden platform semakin sedikit.
Gambar. 1 menunjukkan bahwa grafik yang dibentuk
masing-masing kelompok mempunyai kelandaian yang
berbeda-beda. Uji statistika MANOVA antar 5 kelompok
perlakuan terhadap waktu yang dibutuhkan untuk
mencapai hidden platform pada keseluruhan hari tes
menunjukkan perbedaan bermakna dengan p value =
0.030 (Pillai), p value = 0.004 (Wilks) dan p value = 0.000
(Hotelling dan Trace). Uji statistika ANOVA menunjukkan
ada perbedaan yang bermakna terhadap waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai hidden platform pada tes hari
III (p=0,032), IV (p=0,001), dan V (p=0,000).  Uji
Perbandingan berganda LSD menunjukkan ada perbedaan
bermakna antara kelompok OVX+IGD semua dosis
dengan kelompok OVX ( p masing-masing 0,000)
Analisa regresi (gambar 2) antara hari  dengan waktu
yang diperlukan untuk mencapai hidden platform  pada
masing-masing kelompok perlakuan menunjukkan bahwa
hari tes  berpengaruh negatif terhadap waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai hidden platform, yang berarti
bahwa makin banyak hari tes maka makin sedikit waktu
yang dibutuhkan untuk mencapai hidden platform. Koefisien
regresi bermakna pada semua kelompok, yaitu kelompok
1 (p=0,025, R2=85,4%), kelompok 2 (p=0,009,
R2=92,7%), kelompok 3 (p=0,020, R2=87,3%), kelompok
4 (p=0,045, R2=78,6%), dan kelompok 5 (p=0,028,
R2=84,4%). Berdasarkan gambar 2, dapat disimpulkan
bahwa bertambahnya hari latihan akan mengurangi waktu
yang diperlukan untuk mencapai hidden platform  baik
pada kelompok Normal, OVX, OVX+IGD 15, 30, dan
60 mg/kgBB/hr. Model regresi untuk kelompok
OVX+IGD 60mg/kgBB/hr  memberikan rata-rata waktu
yang diperlukan untuk mencapai hidden platform terendah
jika hari latihan ditambah satu hari dibandingkan
kelompok yang lain.
Gb 2. Analisa Regresi Hari terhadap Waktu yang
dibutuhkan untuk Mencapai Hidden Platform
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Gb. 3 Analisa Regresi Dosis IGD terhadap Waktu
yang dibutuhkan untuk Mencapai Hidden Platform
Namun terdapat kecenderungan yang sama pada
semua kelompok  bahwa grafik menurun tajam sejak tes
hari I sampai hari III, dan selanjutnya grafik menurun
landai sejak tes hari III sampai hari V. Uji perbandingan
berganda LSD menunjukkan bahwa ada perbedaan
pengaruh yang nyata antara kelompok OVX dengan
kelompok OVX + IGD dosis 15, 30, dan 60 mg/kgBB/
hr terhadap waktu yang dibutuhkan untuk mencapai
hidden platform (p masing-masing =0,000).
Jika dibandingkan kelandaian grafik antara
kelompok normal dengan kelompok OVX tampak bahwa
grafik kelompok OVX lebih landai. Ini berarti pengurangan
waktu yang dibutuhkan untuk mengingat dari hari ke hari
pada kelompok OVX lebih sedikit daripada kelompok
normal, artinya telah terjadi penurunan daya ingat pada
kelompok OVX dibanding  kelompok normal. Namun
sebaliknya pada kelompok OVX+IGD dosis 15, 30, dan
60 mg/kgBB/hr kelandaian grafik menyerupai kelompok
normal, ini menunjukkan bahwa IGD mengembalikan
kemampuan mengingat (memori) tikus hipoestrogen
hingga menuju normal.
Data kelompok OVX+IGD 15, 30, dan 60 mg/
kgBB/hr menunjukkan bahwa makin tinggi dosis IGD
yang diberikan, ada kecenderungan waktu yang dibutuhkan
untuk mencapai hidden platform semakin pendek. Uji
MANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
pengaruh yang bermakna antar kelompok OVX+IGD
masing-masing dosis terhadap waktu yang dibutuhkan
untuk mencapai hidden platform pada keseluruhan hari
dengan p value=0,007 (Pillai), p=0,002 (Wilks), p=0,001
(Hotelling), dan p=0,000 (Roy). Uji ANOVA
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pengaruh yang
signifikan  antar kelompok OVX+IGD masing-masing
dosis  terhadap waktu yang dibutuhkan tikus untuk
mencapai hidden platform pada tes hari I  (p= 0.041),
hari IV (p= 0.006) dan hari V (p=0.000).
Analisa regresi pada hasil pengamatan hari I s.d
hari V menunjukkan bahwa dosis IGD berpengaruh
negatif terhadap waktu yang dibutuhkan tikus untuk
mencapai hidden platform, yang berarti bahwa makin
tinggi dosis IGD maka makin sedikit waktu yang
dibutuhkan tikus untuk mencapai hidden platform.
Koefisien regresi pada hari I (p=0,022, R2=34,2%), hari
II (p=0,103, R2=19,1%), hari III (p=0,407, R2=5,3%),
hari IV (p=0,018, R2=36%), hari V (p=0,000, R2=78,7%).
Garis regresi tampak pada gambar 3.
Berat Otak Tikus
Pengukuran berat otak tikus dilakukan sesaat
setelah tikus dibunuh, yaitu  pada hari ke-22 setelah
dinyatakan hipoestrogen.  Hasil pengukuran berat otak
tampak pada tabel 2. Data dari tabel 3 menunjukkan
bahwa berat otak kelompok OVX tidak berbeda dengan
kelompok normal. Demikian pula pada kelompok
OVX+IGD tidak menunjukkan adanya perubahan dalam
berat otak dibanding dengan kelompok OVX. Uji
statistika ANOVA menyimpulkan bahwa tidak terdapat
perbedaan pengaruh yang nyata antar kelompok perlakuan
terhadap berat otak tikus (p=0,936)
Jumlah Sel pyramidal hipookampus CA1 dan
Aktivitas Kolinergik di Hippokampus CA1.
Hasil pengecatan AChE tampak pada gambar 4.
Hasil perhitungan jumlah sel piramidal CA1 tampak
pada tabel 4. Data tersebut menunjukkan bahwa jumlah
sel piramidal kelompok OVX tidak berbeda dengan
kelompok normal. Demikian pula jumlah sel piramidal
CA1 kelompok OVX+IGD tidak berbeda dengan
kelompok OVX. Uji Statistika ANOVA  menyimpulkan
bahwa tidak terdapat  perbedaan pengaruh yang nyata
antara kelompok perlakuan terhadap jumlah sel piramidal
CA1 hippokampus  dengan p value = 0.961
KELOMPOK N
KELOMPOK OVX
Efek Isoflafon Fitoestrogen dari  Ektrak Pueraria Lobata 33
KELOMPOK OVX + IGD 15 mg/kgBB/hr
KELOMPOK OVX + IGD 30 mg/kgBB/hr
KELOMPOK OVX + IGD 60 mg/kgBB/hr
Gambar 4. Perubahan Aktivitas Kolinergik di
hippocampus dengan pengecatan Asetil Cholinesterase
(AChE) setelah pemberian Isoflavon Fitoestrogen dari
Ekstrak Pueraria lobata pada tikus Hipoestrogen. Dilihat
pada pembesaran 1000x. Tanda panah menunjukkan sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE (warna coklat
di sekitar sel). Pada kelompok OVX tampak jumlah sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE turun dibanding
kelompok normal, ini berarti terjadi penurunan aktivitas
kolinergik pada kelompok OVX. Aktivitas kilonergik
membaik setelah pemberian Isoflavon Fitoestrogen dari
Ekstrak Pueraria lobata, gambaran paing baik adalah
kelompok OVX+IGD 60 mg/kgBB/hr.  Fitoestrogen
dari Ekstrak Pueraria lobata meningkatkan jumlah sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE. Terdapat
perbedaan pengaruh yang nyata antar kelompok perlakuan
terhadap jumlah sel pyramidal CA1 yang mengekspresi
AChE (p=0,000).
Tabel  3.  Efek Isoflavon Fitoestrogen dari Ekstrak
·  Uji statistika Anova terhadap rerata berat otak tikus
tidak didapatkan perbedaan yang bermakna antar
kelompok perlakuan (p=0,936). Nilai ditunjukkan dalam
rata-rata ± SD (n=5)
Tabel 4. Efek Isoflavon Fitoestrogen dari Ekstrak
Pueraria lobata terhadap Jumlah Sel  Piramidal di CA1
Hippokampus
· Uji statistika ANOVA terhadap rerata jumlah sel
piramidal di CA1 hippokampus menunjukkan tidak
terdapat perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan
(p = 0,961). Nilai ditunjukkan dalam rata-rata ± SD
(n=5).
Hasil penghitungan terhadap jumlah sel piramidal
CA1 yang mengekspresi AChE tampak pada tabel 5. Data
tersebut menunjukkan bahwa terjadi penurunan yang
nyata terhadap jumlah sel piramidal CA1 yang
mengekspresi AChE pada kelompok OVX dibanding
kelompok normal.  Uji statistika ANOVA menunjukkan
adanya  perbedaan yang bermakna antar kelompok
perlakuan  terhadap jumlah sel piramidal CA1 yang
mengekspresi AChE (p=0,000). Pemberian IGD
memperbaiki keadaan tersebut, ini terlihat dari adanya
peningkatan jumlah sel piramidal CA1 yang mengekspresi
AChE pada kelompok OVX+IGD dibanding kelompok
OVX. Peningkatan tersebut bahkan melebihi jumlah sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE pada kelompok
normal. Uji statistika perbandingan berganda LSD antara
kelompok OVX dengan kelompok OVX+IGD masing-
masing dosis menunjukkan adanya  perbedaan yang
bermakna terhadap jumlah sel piramidal CA1 yang
mengekspresi AChE (p masing-masing =0,000).
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Data kelompok OVX+IGD 15, 30, dan 60 mg/kgBB/hr
menunjukkan bahwa makin tinggi dosis IGD yang
diberikan, ada kecenderungan jumlah sel piramidal CA1
yang mengekspresi AChE meningkat.
Analisa regresi antara dosis IGD dan jumlah sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE (gambar 5)
menunjukkan bahwa dosis IGD berpengaruh positif
terhadap jumlah sel piramidal CA1 yang mengekspresi
AChE, yang berarti bahwa makin tinggi dosis IGD yang
diberikan, semakin meningkat jumlah sel piramidal CA1
yang mengekspresi AChE, meskipun pengaruhnya tidak
signifikan (p=0,212, R2=89,3%). Analisa regresi antara
jumlah sel piramidal CA1 yang mengekspresi AChE
dengan waktu (Gambar 6) menunjukkan bahwa jumlah
sel piramidal CA1 yang mengekspresi AChE berpengaruh
negatif secara signifikan  terhadap waktu dengan p value
=  0.0001 (R2=48,4%). Artinya bahwa semakin banyak
jumlah sel piramidal CA1 yang mengekspresi AChE,
maka waktu yang diperlukan untuk mencapai hidden platform
semakin sedikit.
Tabel 5. Efek Fitoestrogen dari Ekstrak Pueraria lobata
terhadap Jumlah Sel Piramidal CA1 Hippokampus yang
mengekpresi AChE
· Uji Statistika ANOVA terhadap rerata jumlah sel
piramidal CA1 hipokampus yang mengekspresi AChE
menunjukkan perbedaan yang bermakna antar kelompok
perlakuan (p=0,000)
· Uji Perbandingan Berganda LSD menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antara kelompok OVX dengan
kelompok OVX+IGD dosis 15, 30, dan 60 mg/kgBB/
Gb. 5 Analisa regresi antara dosis IGD dengan jumlah sel
piramidal CA1 yang mengekspresi AChE
yang mengekspresi AChE  dengan waktu yang diperlukan
untuk mencapai hidden platform pada hari V kelompok
OVX+IGD 15, 30, dan 60 mg/kgBB/hr
PEMBAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa
isoflavon fitoestrogen dari ekstrak Pueraria lobata dapat
meningkatkan memori tikus hipoestrogen melalui
peningkatan aktivitas kolinergik di hippokampus CA1.
Dari studi literatur diketahui bahwa di dalam ekstrak
Pueraria lobata terkandung beberapa jenis isoflavon,
flavonoid, lignan serta flavon-flavon lain (Mazur, 1998).
Isoflavon utama yang terdapat di dalam Pueraria lobata
adalah genistein dan daidzein (Prasain, 2004).
Berdasarkan hasil HPLC pada penelitian ini didapatkan
bahwa ekstrak Pueraria lobata yang berasal dari 300 gram
tepung daging dan 75 gram tepung kulit mengandung
28.252,7 ppm total isoflavon genistein daidzein dengan
komposisi 5.141,3 ppm genistein dan 23.111,4 ppm
daidzein.  Ini berarti kadar daidzein dalam ekstrak adalah
4,5 kali kadar genistein.
Isoflavon  mempunyai dua gugus OH / hidroksil
yang berjarak 11,0 – 11,5 Å° pada intinya yang mana hal
ini juga dimiliki oleh inti estrogen endogen.  Hal ini
menyebabkan isoflavon mempunyai affinitas terhadap
reseptor estrogen (RE) meskipun affinitas tersebut lebih
lemah 1/1000 kali dibanding estradiol.  Konsekuensinya,
isoflavon dapat memberikan efek estrogenik lemah
(Kuiper, 1999) atau dapat bertindak sebagai selective estrogen
receptor modulator (SERM) dan memberikan efek
antiproliferasi (McEwen, 2000).  Efek estrogenik yang
muncul sangat tergantung pada beberapa faktor, antara
lain konsentrasi isoflavon, kadar estrogen endogen, dan
karakteristik individual seperti jenis kelamin dan status
menopause (Quela, 2000 dalam Nedeljkovic, 2001).  RE
sendiri ada dua tipe yaitu RE-á dan RE-ß.  Estradiol
mempunyai affinitas terhadap RE-á lebih besar daripada
terhadap RE-ß.  Masing-masing RE tersebut memberikan
efek yang berbeda jika berikatan dengan estradiol.  Estradiol
yang berinteraksi dengan RE-á melalui AP1 transcription
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factor akan menyebabkan aktivasi transkripsi, sebaliknya
jika estradiol berinteraksi dengan RE-ß akan menghambat
transkripsi.  Hal tersebut menunjukkan bahwa aktivasi
RE-ß akan menghambat proliferasi seluler.  Isoflavon
secara invitro berkompetisi dengan estradiol dalam
berinteraksi dengan RE.  Tetapi secara invivo, isoflavon
diketahui mempunyai affinitas terhadap RE-ß lebih besar
daripada terhadap RE-á.  Itulah sebabnya isoflavon dapat
memberikan efek antiproliferasi melalui ikatannya dengan
RE-ß (Kuiper, 1997).  Besarnya affinitas masing-masing
jenis isoflavon terhadap RE-ß juga bervariasi.  Genistein
mempunyai affinitas 10 kali lebih besar terhadap RE-ß
dibanding daidzein (Kuiper, 1998)
Pada penelitian ini pemberian ekstrak Pueraria lobata
dilakukan secara per sonde.   Di usus halus daidzein akan
mengalami metabolisme oleh mikroba usus menghasilkan
metabolit aktif yang disebut equol.  Secara invitro
diketahui bahwa equol mempunyai affinitas terhadap
RE-â lebih besar dibanding jenis isoflavon yang lain
(Kuiper, 1997; Picherit, 2000).  Pelissero (1991)
menyebutkan bahwa pada ikan, equol 10-100 kali lebih
estrogenik dibanding daidzein dan minimal 10 kali lebih
estrogenik dibanding genistein.  Berdasarkan besarnya
komposisi daidzein di dalam ekstrak Pueraria lobata, adanya
metabolisme  daidzein menjadi equol oleh miroba usus
serta besarnya affinitas equol terhadap RE-â dibandingkan
genistein maupun daidzein, maka dapat diduga bahwa
yang dominan  menimbulkan efek pada penelitian ini
adalah equol.   Namun harus diingat bahwa isoflavon
yang terkandung dalam Pueraria lobata tidak hanya
genistein dan daidzein, masih terdapat isoflavon lain
yang belum teridentifikasi. Di samping itu isoflavon
bukanlah satu-satunya senyawa yang ada dalam Pueraria
lobata, masih terdapat flavon, flavonoid ataupun senyawa
lain yang belum teridentifikasi. Tidak menutup
kemungkinan senyawa-senyawa yang belum teridentifikasi
tersebut mempunyai efek sinergis terhadap genistein /
daidzein, atau bahkan memiliki peran yang lebih dominan
daripada genistein / daidzein.
Untuk mengetahui efek estrogenik isoflavon
fitoestrogen dari ekstrak Pueraria lobata pada fungsi memori
maka digunakan tikus yang dibuat keadaannya
hipoestrogen melalui ooforektomi (OVX).  Tikus OVX
sering dipakai sebagai model tikus hipoestrogen (Lephart,
2000). Perubahan yang timbul pada fungsi memori akibat
ooforektomi dalam penelitian ini tidak sama dengan
akibat proses penuaan, karena ooforektomi pada
penelitian ini dilakukan pada tikus dewasa dimana fungsi
dan struktur jaringan yang terkait fungsi memori masih
normal.  Hasilnya akan berbeda jika ooforektomi dilakukan
pada tikus tua.
Hasil studi pendahuluan (tabel 1) menunjukkan
bahwa OVX yang dilakukan menurut metode Ingle dan
Griffith (1971) telah menghasilkan keadaan hipoestrogen
dengan bukti berupa turunnya kadar estradiol, uterus
atropi, dan gambaran smear vagina didominasi epitel
parabasal dan intermedier (seperti gambaran fase diestrus)
(David, 2001).  Berdasarkan hasil tersebut dapat
disimpulkan bahwa 2 minggu paska OVX yang dilakukan
dengan metode Ingle dan Griffith (1979) mampu
membuat tikus berada dalam keadaan hipoestrogen.
Kesimpulan ini sesuai dengan apa yang pernah
diungkapkan oleh David (2001) bahwa penurunan
estrogen nyata setelah hari ke-14 paska OVX.
Tes MWM merupakan tes untuk  mengukur
kemampuan memori visual ruang. Seperti diketahui bahwa
penurunan  memori mula-mula terjadi pada memori
deklaratif episodik, yaitu memori yang berkaitan dengan
waktu dan tempat (Kusumoputro, 1999 dalam Asril,
2001). Pada tes ini tikus dilatih untuk menyelesaikan
tugas sederhana. Tikus dimasukkan ke dalam kolam
berisi air, secara otomatis ia akan berenang sampai
menemukan tempat untuk berpijak (hidden platform).
Dengan pengulangan, tikus segera belajar untuk mengingat
posisi hidden platform, sehingga pada latihan berikutnya
ia bisa mencapai tempat tersebut dalam waktu lebih cepat
dari sebelumnya.   Semakin sering tes (latihan) dilakukan
maka waktu yang dibutuhkan untuk mencapai hidden
platform semakin sedikit.  Tikus melakukan hal tersebut
dengan bantuan tanda-tanda visual yang ada di sekeliling
kolam.  Tikus yang mengalami kerusakan / disfungsi
hippokampus tidak akan mampu melakukan hal tersebut,
meskipun ia pernah dilatih sebelum hippokampusnya
rusak (Noonan, 1996).  Telah diketahui bahwa
hippokampus berperan penting pada proses penyimpanan
informasi (storage) maupun pemanggilan kembali
informasi (recall) (Strub dan Black, 1985).  Data pada
gambar 17 menunjukkan bahwa ada kecenderungan yang
sama pada semua kelompok bahwa waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai hidden platform sejak
pengamatan hari I sampai dengan hari V makin menurun,
meskipun besarnya penurunan tersebut tidak sama.  Hal
ini berarti tahapan dan proses pembentukan memori
yang dilalui masing-masing kelompok hampir sama.
Fakta ini sesuai dengan teori Long-Term Potentiation (LTP)
yang pernah dikemukakan oleh Bliss & Lomo (1973)
yaitu meningkatnya sensitivitas sinap akibat stimuli yang
berulang, sehingga dengan kadar stimuli yang sama akan
menghasilkan output di post sinap yang lebih besar.
Stimulasi pada sel piramidal CA1 akan mengakibatkan
terjadinya depolarisasi dan selanjutnya akan mengaktivasi
reseptor NMDA.  Aktivasi reseptor NMDA menyebabkan
terbukanya kanal kalsium.  Kalsium yang masuk ke dalam
neuron akan mengikat kalmodulin, dan selanjutnya
mengaktivasi enzim CaMKII. Aktivasi enzim CaMKII
menyebabkan fosforilasi reseptor AMPA sehingga
permeabilitas neuron terhadap ion natrium meningkat.
Masuknya ion natrium menyebabkan potensial istirahat
turun dan sel menjadi lebih sensitif.  Selain itu pada saat
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terjadinya LTP secara bersamaan juga terjadi peningkatan
sintesa protein dan pembentukan sinap baru.  LTP ini
merupakan basis mekanisme seluler dan molekuler proses
pembentukan memori (Amaral,1997).  Dari penelitian-
penelitian sebelumnya telah dibuktikan bahwa estrogen
berperan dalam meningkatkan LTP di hippokampus (Foy,
2001)
Gambar 1 menunjukkan bahwa grafik kelompok
OVX lebih landai dibanding kelompok normal dan jika
dilihat dari besarnya pengurangan waktu yang dibutuhkan
untuk mengingat dari hari ke hari, dimana hal ini erat
hubungannya dengan peningkatan kemampuan tikus
mengingat dari hari ke hari, tampak bahwa peningkatan
kemampuan mengingat tikus OVX dari hari ke hari lebih
rendah daripada tikus normal.  Dari penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa tindakan OVX yang menyebabkan
keadaan hipoestrogen pada tikus, secara signifikan
menurunkan fungsi memori (p=0,000).  Hal ini dapat
dipahami bahwa keadaan hipoestrogen mempengaruhi
proses pembentukan memori melalui penurunan LTP di
hippokampus.
Hasil tes MWM menunjukkan bahwa pemberian
IGD dari ekstrak Pueraria lobata dapat memperbaiki fungsi
memori tikus hipoestrogen.  Pada gambar 17 tampak
bahwa kemampuan  mengingat tikus OVX yang diberi
IGD lebih tinggi dibanding tikus OVX dan jika dilihat
dari pengurangan waktu yang dibutuhkan untuk
mengingat tikus dari hari ke hari, tampak bahwa
peningkatan kemampuan mengingat tikus OVX+IGD
dari hari ke hari lebih tinggi dibanding tikus OVX (p<0,05).
Jika dibandingkan dengan tikus normal tampak bahwa
fungsi memori pada tikus OVX+IGD tidak berbeda
nyata sejak hari I sampai dengan hari V (p>0,05).
Demikian pula dalam hal peningkatan kemampuan
mengingat dari hari ke hari antara tikus OVX+IGD
dengan tikus normal terdapat kecenderungan yang sama.
Pada tikus normal, peningkatan kemampuan mengingat
bermakna sejak hari I s.d hari IV, sedangkan peningkatan
hari IV menuju hari V tidak bermakna.  Ini menunjukkan
bahwa kemampuan mengingat tikus sudah maksimal
pada hari IV. Pada tikus OVX+IGD dosis 15, 30 maupun
60 mg/kgBB/hr peningkatan kemampuan mengingat
tikus pada hari IV menuju hari V masih bermakna,
mungkin jika hari pengamatan ditambah peningkatan
memori masih terjadi setelah hari V dan ini bisa berarti
fungsi memori pada kelompok OVX+IGD lebih baik
dibanding kelompok normal.  Bukti adanya perbaikan
memori pada tikus OVX setelah pemberian IGD diperkuat
juga oleh hasil analisa regresi yang menunjukkan bahwa
dosis IGD berpengaruh negatif terhadap waktu yang
dibutuhkan untuk mencapai hidden platform (gambar 20)
yang berarti bahwa makin tinggi dosis IGD yang diberikan
maka makin baik fungsi memorinya.  Hasil ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Lund et al.(2001)
bahwa  pemberian diet soy fitoestrogen pada tikus betina
dapat meningkatkan memori visual ruang.
Berdasarkan modalitas  sensori yang menerima
respon, memori dapat diklasifikasikan menjadi memori
visual, memori auditory, dan memori tactil. Perbaikan
satu jenis memori tidak selalu diikuti oleh perbaikan jenis
memori yang lain.  Hal ini disebabkan karena banyak
faktor yang mempengaruhi memori, antara lain attensi /
perhatian,  proses belajar, fungsi organ sensoris penerima
dan koordinasi motor (Strub dan Black, 1985). Jadi
perbaikan pada fungsi memori visual belum tentu diikuti
oleh perbaikan pada memori auditory ataupun tactil.
Data dari tabel 5 menunjukkan bahwa OVX secara
bermakna menurunkan jumlah sel piramidal CA1
hippokampus yang mengekspresi AChE (p=0,000).
Regresi antara jumlah sel piramidal CA1 hippokampus
yang mengekspresi AChE dengan fungsi memori (dalam
hal ini yang diukur adalah waktu yang dibutuhkan untuk
mencapai hidden platform) (gambar 6) menunjukkan
bahwa ada kecenderungan semakin banyak jumlah sel
piramidal CA1 hippokampus yang mengekspresi AChE
maka fungsi memori semakin baik (R2=48,4%, p =
0,0001).  Ini berarti aktifitas kolinergik di CA1
hippokampus berkorelasi positif terhadap fungsi memori
tikus.  Dari fakta di atas dapat ditarik kesimpulan bahwa
ada hubungan antara penurunan fungsi memori tikus
OVX dengan penurunan aktivitas kolinergik di CA1
hippokampus.  Kesimpulan di atas sejalan dengan teori
yang menyatakan bahwa penurunan estrogen
menyebabkan peran estrogen dalam menginduksi choline
acetyltransferase (ChAT) di basal forebrain dan hippokampus
turun. Penurunan aktivitas ChAT di hippokampus
menyebabkan produksi asetilkolin (ACh) di hippokampus
turun, hal ini bisa ditandai dengan turunnya beberapa
marker kolinergik, antara lain kadar AChE (Gibbs et al.
1997 dalam Jellinger, 2001).  Demikian pula halnya di basal
forebrain, penurunan aktivitas ChAT menyebabkan
produksi ACh di basal forebrain turun (Shi et al. 1998
dalam Jellinger, 2001).  Telah diketahui bahwa basal forebrain
merupakan pemasok jalur kolinergik utama yang menuju
hippokampus, sehingga pada akhirnya ACh yang
ditransmisikan ke hippokampus juga berkurang (Kandell,
2000). Penelitian-penelitian terdahulu sudah membuktikan
mekanisme kerja estrogen dalam fungsi memori salah
satunya adalah melalui sistem kolinergik antara lain di
basal forebrain, estrogen berfungsi menginduksi ChAT,
mencegah penurunan afinitas up-take choline dan aktifitas
ChAT di frontal korteks dan hippokampus (McEwen,
2001), mempengaruhi transportasi faktor neurotropin
(NGF, BDNF) yang berfungsi sebagai regulator sistem
kolinergik dari hippokampus ke neuron basal forebrain
(Gibbs et al. 2000 dalam Jellingger, 2001).  Di
hippokampus estrogen mempengaruhi produksi faktor
neurotropin, meningkatkan densitas dendrit spine di
CA1 neuron piramidal, menginduksi pembentukan sinap
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baru pada spine di CA1 (McEwen,   1992),  meregulasi
densitas dendritic spine dan jumlah sinap pada reseptor
NMDA di CA1 (Adams, 2001), meningkatkan utilisasi
glukosa oleh sel otak, sehingga sintesa asetil kolin dari
kolin dan asetil koA oleh enzim ChAT meningkat.
Data dari tabel 3 dan 4 menunjukkan bahwa
OVX tidak mempengaruhi berat otak dan jumlah sel
piramidal hippokampus CA1.  Ini berarti penurunan
aktivitas kolinergik di hippokampus CA1 semata-mata
disebabkan oleh menurunnya fungsi neuron kolinergik
di CA1 dan tidak disebabkan oleh adanya perubahan
pada struktur neuron kolinergik hippokampus CA1
maupun struktur sel otak secara umum.
Adanya perbaikan memori pada tikus OVX setelah
pemberian IGD tampaknya berhubungan dengan
aktivitas kolinergik di CA1 hipokampus.  Tabel 5
menunjukkan bahwa pemberian IGD  masing-masing
dosis telah mengembalikan fungsi sel kolinergik di CA1
hippokampus tikus OVX menuju normal, yang ditandai
dengan meningkatnya jumlah sel piramidal CA1 yang
mengekspresi AChE pada tikus OVX + IGD dibanding
tikus OVX (p masing-masing=0,000).  Analisa regresi
juga menunjukkan bahwa dosis IGD berpengaruh positif
terhadap jumlah sel piramidal CA1 yang mengekspresi
AChE (gambar 5) dalam arti  makin tinggi dosis IGD
yang diberikan maka ada kecenderungan aktivitas kolinergik
di CA1 hipokampus juga makin meningkat, meskipun
pengaruhnya tidak signifikan (R2=89,3%, p=0,212).
Pengaruh yang tidak signifikan ini mungkin disebabkan
karena jumlah sampel (n) yang dipakai kecil.  Hasil
tersebut tampaknya mendukung penelitian terdahulu,
bahwa pemberian diet soy bean selama 8 minggu pada
tikus paska ooforektomi dapat meningkatkan aktifitas
kolinergik di korteks dan hippokampus yang ditandai
dengan peningkatan kadar ChAT (Pan et al. 1999).
Pada sistem memori isoflavon bekerja dengan
dua mekanisme, yaitu mekanisme yang melalui RE
(receptor-dependent) dan mekanisme yang tidak melalui RE
(receptor-independent).  Mekanisme Receptor-dependent sendiri
terbagi lagi menjadi dua, yaitu isoflavon secara langsung
berikatan dengan RE (Direct Receptor-dependent) dan
menimbulkan efek seperti efek estrogen endogen (
McEwen , 2000) dan yang secara tidak langsung (Indirect
Receptor-dependent), yaitu dengan cara mempengaruhi kadar
estrogen endogen dalam sirkulasi.  Yang termasuk Indirect
Receptor-dependent antara lain genistein menghambat enzim
sitokrom P450 CYP1A1 yang berfungsi memetabolisme
17ß-estradiol, sehingga jika enzim tersebut dihambat
maka kadar estradiol yang beredar di sirkulasi akan
meningkat dan selanjutnya aktivitas RE juga akan
meningkat (Shertzer et al. 1999).  Isoflavon pueraria
(daidsein) dapat meningkatkan kadar estrogen hingga
mencapai kadar normal pada tikus OVX melalui
peningkatan gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
(BL Qi, 2002).  Genistein menghambat enzim 17â-
hidroksisteroid oksidoreduktase tipe-1 (HSOR-1) sehingga
menurunkan produksi estrogen dari jaringan perifer,
akibatnya total estrogen dalam sirkulasi turun (Makela,
1998 dalam Bouker dan Clarke, 2000).  Genistein
meningkatkan sintesa Sex-Hormone Binding Globulin
(SHBG), akibatnya makin banyak estrogen yang terikat
dengan globulin dan makin sedikit estrogen yang bebas
(Baker,1998 dalam Bouker dan Clarke, 2000).  Mekanisme
yang mempengaruhi kadar estrogen endogen dalam
sirkulasi di atas tampak saling bertolak belakang, tidak
jelas efek akhir genistein terhadap keseluruhan efek
estrogenisitas. Kemampuan genistein menghambat enzim
CYP1A1 ataupun HSOR-1 mungkin melalui HPA axis
yang menyebabkan upregulasi satu atau lebih enzim-
enzim tersebut.
Mekanisme isoflavon yang kedua adalah mekanisme
yang tidak melalui RE (receptor-independent).  Suatu hasil
penelitian pernah diungkapkan oleh O’Dell dkk (1991)
bahwa pemberian genistein yang diinjeksikan ke postsinap
sel secara selektif  dapat menghambat induksi LTP di
hippokampus, sehingga dapat mengganggu proses
pembentukan memori di CA1.  Hal ini disebabkan
karena genistein  merupakan tirosin kinase inhibitor,
padahal aktivitas tirosin kinase dibutuhkan di postsinap
dalam proses LTP.  Pernyataan O’Dell tersebut tidak
terbukti pada penelitian ini, hal ini mungkin disebabkan
karena tikus yang dipakai pada penelitian ini adalah tikus
dewasa (belum mengalami proses menua) yang dibuat
keadaannya menjadi hipoestrogen secara artifisial, sedang
tikus yang dipakai O’Dell adalah tikus tua.  Telah diketahui
bahwa kemampuan plastisitas hippokampus (LTP) amat
tergantung pada usia, semakin tua kemampuan plastisitas
menurun (Adams et al.. 2001).
Melalui mekanisme receptor-dependent, isoflavon
akan berinteraksi dengan RE-â.   Aktivasi RE-â akan
memodulasi RE-á, selanjutnya akan menimbulkan efek
seperti efek estrogen endogen.  Estrogen menimbulkan
efek melalui 2 mekanisme, yaitu pertama mekanisme yang
melalui RE intraseluler (mekanisme genomik).  Mekanisme
ini merupakan mekanisme utama estrogen  di otak dan
mekanisme kedua adalah mekanisme  non genomik,
yaitu aksi cepat estrogen dalam mempengaruhi eksitabilitas
neuron yaitu dengan melibatkan modulasi koupling
protein G, mempengaruhi terbukanya kanal kalsium dan
masuknya ion kalsium, serta mempengaruhi pelepasan
hormon GnRH (Brinton, 2001).
Distribusi RE-á dan RE-ß dalam organ-organ
tubuh sangat bervariasi.  Di otak, khususnya di
hippokampus ekspresi  RE-ß lebih banyak daripada RE-
á meskipun RE-á dan RE-ß sama-sama terekspresi di
sana (Kuiper, 1998).  Regulasi fungsi memori termasuk
sistem kolinergik adalah melalui RE-á (McEwen, 2001),
sedang RE-ß berfungsi memodulasi aktivitas RE-á.  Hal
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ini menarik karena isoflavon mempunyai affinitas terhadap
RE-ß lebih besar dibanding terhadap RE-á
Pengaruh estrogen terhadap fungsi memori tidak
hanya melalui sistem kolinergik, beberapa neurotransmitter
lain juga ikut berperan antara lain epinephrin, GABA,
serotonin, dopamin, dan glutamat.  Beberapa studi
terdahulu sudah membuktikan bahwa estrogen  ikut
berperan dalam regulasi neurotransmiter-neurotransmitter
tersebut.  Estradiol ikut berperan dalam regulasi
ephineprin.  Peningkatan kadar ephineprin di hippokampus
berperan dalam proses LTP (Ahmadiasl, 2003).  Estradiol
meningkatkan up-take dopamin pada  sel hippokampus
(Christian & Gills, 1999 dalam Liporace, 2001).   Estradiol
menurunkan densitas innervasi serotonin (5-HT) di
stratum lanukosum molekulare dan radiatum CA1
hippokampus. 5-HT diketahui menghambat theta rhythm
di hippokampus yang penting dalam proses LTP
(Prangekiel et al. 2004).  Estradiol menginduksi transport
glutamat dari sel astrosit, estrogen ikut berperan dalam
regulasi neurotransmisi glutamatergik.  Glutamat diketahui
bersifat neurotoksik (Liang, et al. 2002 dalam Doraiswamy,
2002).  Pengaruh isoflavon terhadap memori tidak
menutup kemungkinan juga melalui neurotransmitter-
neurotransmitter tersebut, sehingga perlu dilakukan studi
lebih lanjut.
Pengaruh estrogen terhadap fungsi memori tidak
hanya melalui sistem neurotransmitter, beberapa
mekanisme lain juga ikut berperan antara lain estrogen
meningkatkan densitas spine dendrit di sel piramidal
CA1 dan meningkatkan jumlah sinap spinal (Murphy,
1998), sehingga meningkatkan eksitabilitas hippokampus.
Meningkatnya plastisitas sinap ini terjadi melalui aktivitas
reseptor IGF-1 (Foy, 1999).
Meskipun fitoestrogen 1000-10000 kali kurang
estrogenik dibanding 17ß-estradiol, pada orang-orang
Jepang yang mempunyai kebiasaan mengkonsumsi
fitoestrogen, kadarnya dalam darah cukup tinggi hingga
mencapai 1000 kali lebih tinggi dibanding kadar tertinggi
estradiol pada wanita premenopause (Adlercreutz, 1998).
Kadar yang tinggi ini akan mengkompensasi kelemahannya
sehingga menimbulkan efek yang adekuat (Hidayat, 2002).
Dari fakta di atas tampak bahwa fitoestogen dapat
terakumulasi dalam tubuh, sehingga pemberian
fitoestrogen pada penyakit Alzheimer lebih efektif jika
diberikan sebagai preventif.  Selain atas pertimbangan efek
akumulasi fitoestrogen, perbaikan memori akan lebih
tampak jika neuron-neuron yang mengatur system memori
hanya mengalami penurunan fungsi sel dan belum
mengalami kerusakan struktur akibat proses  degenerasi.
Hal ini sejalan dengan penelitian yang pernah dilakukan
Mulnard et al. (2000) bahwa estrogen dapat memperbaiki
fungsi memori pada penderita Alzheimer ringan sampai
sedang, dan tidak pada penderita Alzheimer yang berat.
Bertolak dari fakta di atas dan didukung oleh
kajian teori-teori, maka dapat disimpulkan bahwa isoflavon
dari ekstrak Pueraria lobata dapat meningkatkan fungsi
memori, dan diduga peningkatan fungsi memori tersebut
salah satunya melalui peningkatan aktivitas kolinergik di
CA1 hippokampus.
Pemakaian fitoestrogen Pueraria lobata untuk
mencegah gangguan memori pada manusia masih
memerlukan kajian dan penelitian lebih lanjut, terutama
mengenai dosis terapi yang aman serta efeknya pada
pemakaian jangka panjang mengingat ia bisa terakumulasi
dalam tubuh. Pada penelitan ini pemberian isoflavon
fitoestrogen 60 mg/kg/hr terbukti dapat memperbaiki
memori secara bermakna, tetapi pada saat yang sama
terjadi kecenderungan ke arah   hiperplasi pada uterus
tikus (Anita, 2005).   Pada tikus, transpor isoflavon
melalui blood brain barrier relative tidak efisien.  Hal ini
dibuktikan oleh Lephart et al. (2000) bahwa pada tikus
dewasa yang diberi diet isoflavon 600 µg/gr diet, kadar
isoflavon dalam plasma tikus adalah 36 kali kadarnya di
otak.  Penentuan dosis isoflavon untuk perbaikan memori
perlu memperhitungkan berapa kadar yang sampai di
otak. Untuk itu perlu dilakukan uji toksisitas umum
maupun toksisitas khusus, terutama uji karsinogenisiti.
Kesimpulan
1. Ekstrak Pueraria lobata mengandung fitoestrogen
isoflavon berkhasiat meningkatkan fungsi memori
dan diduga salah satunya melalui peningkatan
aktivitas kolinergik di hippokampus CA1.
2. Kandungan utama isoflavon dari ekstrak Pueraria
lobata yang diduga menjadi bahan aktif adalah
genistein dan daizein.
Saran
a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
efek isoflavon fitoestrogen dari ekstrak Pueraria
lobata terhadap jenis memori yang lain antara lain
memori auditory dan tactil.
b. Untuk mengetahui adakah bahan aktif lain yang
terkandung dalam Pueraria lobata, perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut yang mengidentifikasi jenis-
jenis isoflavon, flavonoid ataupun senyawa lain.
c. Perlu penelitan lebih lanjut untuk mengetahui
apakah efek pemberian isoflavon fitoestrogen dari
ekstrak Pueraria lobata terhadap memori juga
terjadi melalui sistem neurotransmitter yang lain
atau melalui mekanisme lain yang tidak
berhubungan dengan neurotransmitter.
d. Perlu kajian dan penelitian lebih lanjut mengenai
dosis terapi yang efektif dan aman untuk
memperbaiki memori.
e. Perlu dilakukan uji toksisitas umum maupun uji
toksisitas khusus, yaitu uji karsinogenisiti
mengingat pada pemberian IGD dosis besar telah
menyebabkan adanya kecenderungan ke arah
hiperplasi pada uterus tikus
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